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AE 一 定 的 组 织 中 仅仅 转录 一 定 的 基因 ， 组 织 中 那些 进行 转录 的 染色 质 区 域 称 为 模板 活性 染色 质 。 
因此 ;只 要 选择 一 定 的 组 织 提取 模板 活性 染色 质 , 就 可 获得 预期 的 基因 。 我 们 从 红豆 知 ( 酒 阳 红 带 Pk HER) 
五 龄 幼虫 的 丝 逐 组 织 中 提取 模板 活性 染色 质 , 用 显 微 注射 技术 转移 到 黄 茧 乔 ( 巴 陵 黄 ) 的 受精 卵 中 ,观察 到 了 
能 结 红 茧 的 变异 体 并 已 传 至 F, 代 ; 说 明 Pk 基因 被 成 功 地 转移 并 能 传递 给 子 代 。 Boh. URINE) 

的 活性 染色 质 注射 到 白 旷 ( 污 纹 皮 斑 ) 受 精 卵 中 ,也 得 到 了 黑 久 变异。 利用 分 离 模板 活性 染色 质 来 转移 预期 基 
因 的 技术 ,可 能 为 真 核 生物 的 基因 转移 提供 一 个 新 的 途径 。 
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以 染色 体 为 载体 的 基因 转移 ,已 经 提出 十 余年 (McBrude 和 Ozer, 1973)。 它 说 明 染 
色 体 片 女 是 转移 基因 的 理想 载体 。 我 们 进一步 分 离 模板 活性 染色 质 进行 基因 转移 ， 克 服 
了 使 用 全 染色 体 或 全 DNA 深 液 时 预期 基因 表达 的 谨 目 性 与 低频 率 。 例 如 家 等 五 龄 幼虫 
的 丝 逐 细胞 中 ， 丝 心 蛋白 等 基因 正 处 于 了 旺角 的 转录 状态 (Suzuk 和 Giza, 1976); 如 果 
这 时 从 丝 腺 中 提取 模板 活性 染色 质 ,就 会 得 到 一 个 能 够 表达 丝 质 性 状 的 基因 群 。 

目前 在 家 乔 的 基因 转移 实验 中 , 是 用 医用 注射 器 把 DNA 全 溶液 注射 到 五 龄 幼虫 的 
体腔 中 ,并 获得 了 变异 体 (Nawa 等 ，1971; Chen 等 ，1982)。 由 于 使 用 的 是 含有 整个 
基因 组 的 DNA 全 溶液 , 转移 的 基因 完全 是 随机 的 , 其 中 所 含 的 特定 基因 所 占 比 例 极 少 ， 
估计 在 0.01% 以 下 , 表达 的 机 率 因此 就 更 低 。 而 利用 模板 活性 染色 质 转移 技术 ,可 以 有 
目的 的 转移 菜 些 基因 ,进一步 克服 基因 转移 中 的 盲目 性 ,为 真 核 生物 的 基 央 转移 提供 一 种 
新 的 途径 。 本 文 报道 在 家 蚕 (Bombyx mori L.) 中 这 方面 试验 的 结果 。 


材料 与 方法 
1. 材料 | | | | 
我 们 从 红 黄 每 (洛阳 红 ) 的 早期 五 龄 幼虫 丝 腺 组 织 中 提取 模板 活性 染色 质 ， 然 后 注射 
Bi oa eh ae CEL AN Se BON, SHS Px、F 基因 的 转移 与 表达 。 另 外 ， 从 普通 神态 
( 苏 春 ) 中 ,在 产 卵 8 小 时 以 后 提取 活性 染色 质 注射 到 受精 的 白 卵 ( 渤 纹 皮 玫 ) 中 ,以 观察 普 
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通 褐 卵 基 因 (bo) 的 转移 与 表达 (用 表 1)。 


表 1 SHRED HHA REAR ER 
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2. 方法 

染色 质 的 分 离 依 Marushige 与 Bonner (1966) 方法 ， 整个 实验 须 在 1 一 4%C 下 进行 。 
取 河 阳 红 等 五 龄 幼虫 的 丝 腺 组 织 ， 加 入 三 倍 体积 的 EDTA Hai (0.075mol/L NaCl, 
0.024mol/L EDTA 钠 盐 ，pH8)， 在 组 织 拆 碎 机 中 以 全 速 (200V) 匀 浆 一 分 钟 ， 然 后 
MES 100V 义 浆 4 分钟， 用 二 层 尼 龙 布 过滤 二 次 ， 取 滤液 以 1500g 离心 15 分 钟 。 所 得 
沉 辛 以 等 量 的 EDTA 液 及 Tris-HCl 缓冲 液 (0.01mol/L, pH8) 离心 洗涤 。 节 后 把 沉 
PEEVE Tris-HCl 缓冲 液 中 ,以 玻璃 急 浆 器 匀 浆 ，10000g 离心 15 分 钟 。 上 述 操作 重复 

一 次 。 所 得 沉淀 仍 悬 浮 于 Tris-HCI 缓冲 液 中 ,进行 芒 糖 密度 梯度 离心 ;离心 管 中 先 放 人 

4/5 体积 的 蔗糖 液 (1.7 mol/L FER. 0.01mol/L Tris-HCl, 0.2mmol/L EDTA, pH 8), 
在 其 上 面 置 1/5 体积 的 粗 染 色 质 悬浮 液 ， 轻 轻 搅 混 界 面 , 经 70000g 离心 3 小 时 ， 即 得 纯 
化 的 染色 质 。 纯 的 染色 质 在 电泳 中 为 单一 带 。 其 0.D.320/0.D.260 的 比值 小 于 0.1。 

模板 活性 染色 质 的 分 离 依 McConaughy 与 McCarthy (1972) 法 。 将 纯化 的 染色 质 
沉淀 悬浮 于 0.12mol/L (pH 8) 的 磷酸 盐 缓 冲 液 中 ， 在 冰箱 中 对 同一 溶液 透析 过 夜 。 然 
后 把 染色 质 在 刀 匀 桨 器 中 匀 浆 90 秒 ， 置 冰箱 中 电 释 搅拌 30 分 钟 , 10000g 离心 30 分 钟 ， 
取 上 清流 。 将 此 染色 质 溶液 通过 0.12 mol/L TBS Eh SE he SL BRI GBT RE BORE 
有 热 夹层 。 开 始 时 温度 为 60"c , 然后 逐渐 加 温 , 在 70 一 75°C 时 洗 陪 下 来 的 组 分 即 为 模板 
活性 染色 质 。 非 模板 活性 染色 质 组 分 待 温度 上 升 到 80—95°C 时 才 洗 脱 下 来 。 此 法 所 得 染 
色 质 片段 中 ，DNA 的 平均 分 子 量 为 8 X 10° daltons， 约 含 12000 碱 基 对 ,其 组 蛋白 将 因 
热 降 解 而 不 完整 。 将 此 染色 质 液 对 昆虫 Ringer 液 (Chan 等 ，1971) 透析 过 夜 后 ,冷水 
干燥 。 然 后 以 Ringer 液 溶解 ,使 最 终 浓度 为 100xgDNA/ml。 

注射 蚕 卵 在 产 卵 后 8 小 时 之 内 进行 。 生 卵 注射 前 先 置 于 硅胶 干燥 器 中 干燥 20 分 钟 ， 
所 用 的 显 微 注射 玻璃 微 管 ， 其 末端 直径 30pm 左右 。 管 内 含有 二 根 经 电解 后 末端 变 尖 的 
ety ob. IW ELIA 20um, 用 防水 胶 固 定 于 管 的 内 壁 ,其 尖端 伸 出 管 外 约 5am; B-RA 
径 约 sum, WMS. ARINC MINE, 微 管 随 之 插入 卵 内 ， 以 个 
刺 破 卵 膜 为 度 , 然 后 把 Sem 的 钨 针 推 人 卵 膜 , 迅即 缩 回 ， 与 此 同时 通过 微 管 注入 染色 质 。 
注 人 量 约 10a 注射 后 将 卵 置 于 250 温室 中 ， 待 卵 转 为 黑 褐 色 见 表明 已 经 成 活 (日 
卵 品 种 例外 )。 在 对 照 实验 中 , 受 试 卵 仅 注 入 等 量 的 昆虫 Ringer W (Chan, 等 ,1971)o 





1 其 李 振 刚 等 : 以 模板 活性 染色 质 转移 家 盘 基 因 的 研究 3 
结 “ OR | | 
实验 结果 表明 ( 见 图 1、2 和 表 2) ， 在 注射 的 当代 CFL), HOUR PER AER A) 


表 2 家 委 卵 显 微 注射 后 黄色 及 孵 色 预期 性 状 的 表达 情况 


预期 的 F， 转化 体 数 


品 种 被 注 孵 数 。 | 成 话 的 幼虫 数 或 卵 数 转 化 率 

| | aE | aw 

75 OE 1586 968 只 3 0.3% 
RR SIGN 675 512 $È | 4 7 7 0.78% 








Al 上 上 和 排 是 巴 陵 黄 蚕 卵 注射 河 阳 红 丝 腺 活性 染色 质 W2 PARAAN IE HE E MISH 
后 的 鼻 蔓 。 右 起 第 一 个 为 转化 体 红 蔓 ， 颜 色 较 痰 。 第 染色 质 后 出 现 的 黑 卵 。 

二 至 五 为 黄 苹 黄 色 深 谈 程度 不 同 。 下 排 为 标准 的 洁 阳 

红 ( 右 ) 和 巴 陵 黄 ( 左 ) 鼻 蔓 。( 照 片 是 以 彩色 底版 进行 的 “ 

黑白 放大 , 偏 黑 的 实际 是 黄色 , 偏 白 的 实际 是 红色 )。 





均 有 不 同 程度 的 表达 ,说明 外 源 基因 已 得 到 成 功 的 转移 。 在 被 注射 的 1,586 粒 巴 陵 黄 多 
中 , 共 结 出 968 个 曹 ,其 中 有 三 枚 红 蔓 ， 其 他 都 是 黄 蔓 。 但 有 些 黄 草 的 颜色 在 深浅 程度 上 
有 所 差异 ( 见 图 1)。 由 三 枚 红 草 中 仅 羽 化 出 一 雌 一 雄 ; 交配 后 得 502 粒 卵 , 结 出 的 410 个 
曹 中 得 四 枚 红 草 ,羽化 出 雌雄 峨 各 二 个 ,但 只 一 雌 与 二 雄 先 后 交配 ,共产 卵 262 粒 , 结 出 的 
158 个 各 中 有 二 枚 红 芒 。 自 至 局 代 , 红 强 出 现 频率 分 别 为 0.3%、0.9% 和 1.2%。 
BSN, DAR ES ON) RIB Pe HJA 8 小 时 的 卵 (此 时 为 淡 黄 色 ) 提 取 活性 染色 质 注 
入 渤 纹 皮 斑 蚕 ( 白 卵 品 系 ) 的 嘱 中 ， 注 射 时 间 为 产 卵 后 3 小 时 左右 。 共 注射 675 粒 ， 成 活 
512 粒 , 其 中 有 4 粒 黔 卵 。 众所周知 ,决定 卵 色 的 主要 因素 是 浆 膜 的 着 色情 次 ， 而 浆 膜 是 
受精 后 胚胎 发 育 的 产物 , 它 的 遗传 型 属于 Fi 代 。 因 此 ,在 白 卵 系 中 有 黑 卵 出 现 ,说 明 苏 春 
«ROMER WAR (bo, WEBBER He A NCEA IEF, 表达 。 

BEERA (Pr) ER ZR 的 传递 情况 , 说 明 染 色 质 注射 后 的 基因 转移 与 传递 是 
外 源 基 因 与 宿主 染色 体 不 断 地 相互 作用 的 复杂 过 程 。 在 此 过 程 中 不 仅 有 外 源 基因 的 逐步 
丢失 ,还 有 外 源 基因 整合 到 哪 条 染色 体 上 ,整合 进去 多 少 ,什么 位 园 等 一 系列 问题 ,这 不 能 
用 一 般 的 有 性 杂交 法 则 预测 。 
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讨 论 

在 我 们 前 期 工作 的 基础 上 ( 李 拨 网 等 , 1986)， 本 文 的 结果 进一步 说 明 模 板 活性 染色 
质 的 转移 可 以 作为 在 高 等 生物 间 有 选择 地 转移 外 许 基 因 的 一 种 有 效 手段 。 该 方法 较 基 因 
工程 技术 简捷 , 并 能 在 不 了 解 基因 序列 及 mRNA 的 情况 下 进行 ,我 们 把 它 称 为 染色 质 工 
程 。 | | | 
染色 质 工 程 的 关键 是 对 预期 基因 供 体 组 织 的 精确 选择 。 一 般 地 说 ， 只 要 茶 种 蛋白 质 
分 子 在 组 织 中 持续 地 增加 ,那么 其 相应 的 基因 在 该 组 织 中 就 是 处 于 转录 状态 。 但 在 某 些 情 
况 下 ,基因 的 转录 与 表达 可 能 不 在 同一 时 期 或 同一 组 织 中 进行 ,这 需要 进 # TRINES 
析 , 必要 时 可 以 进行 选择 性 杂交 的 体外 翻译 (Alwine，1977)。 方 法 是 把 同一 组 织 的 模板 . 
活性 染色 质 的 DNA 与 细胞 质 中 的 全 部 mRNA 进行 杂交 , 然后 把 能 与 DNA 相 杂 交 的 
那些 mRNA 进行 体外 翻译 ， 以 放射 自 显影 检测 有 无 预期 基因 所 表达 的 蛋白 质 分 子 ; 如 果 
有 ， 则 说 明 对 该 组 织 的 选择 是 正确 的 。 

关于 模板 活性 染色 质 转 化 的 机 制 ， 以 我 们 上 县 前 有 限 的 实验 结果 还 不 能 得 出 结论 。 我 
们 认为 染色 质 进入 后 ,以 不 同 程度 与 受 体 染 色 体 相 结合 ， 有 的 结合 比较 牢固 ， 有 的 则 很 胸 
弱 , 在 随后 的 细胞 分 袭 中 ,可 能 会 分 离 , 消 失 。 目 前 ,我 们 正 以 荧光 染料 标记 染色 质 ， 跟 咏 

它 进 入 细胞 后 的 分 布 及 对 染色 体 整 合 的 情况 。 类 似 的 观点 是 Fox 的 外 源 体 模 型 (Fox， 

和 Yoon, 1970), 他 认为 外 源 的 遗传 物质 ， 片 段 只 是 与 受 体 的 同 源 染 色 体 相 联 结 而 没有 
整合 到 染色 体 的 线 状 结构 中 时 ,由 于 联结 或 复制 的 失败 ， 外 源 体 将 在 计 多 细胞 中 消失 ， 因 
而 得 到 的 是 嵌 合 体 ,而 不 会 是 完整 性 状 的 表达 。 


S$ + XxX K 
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STUDIES ON GENE TRANSFER BY TEMPLATE-ACTIVE CHROMATIN 
IN SILKWORM BOMBYX MORI 
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Experiments of gene transfer were performed in different strains of the silkworm Bombyx 
mori, The template-active chromatin from the silkglands of the larvae in fifth instar of Miany- 
ang Red (red cocoon, with Py gene) was isolated and transferred into the eggs of ‘Baling 
Yellow (yellow cocoon) by microinjection, and that from the eggs of Suchuen (black egg, with 
bo gene) was transferred into the eggs of Yuwen Piban (white egg). The expected. results of 
successful transfer of the genes are envisaged in the appearance of red cocoons in Baling Yellow 
and of black eggs in Yuwen Piban. Our results show that the character'of red cocoon and thus 
the Py gene can be transferred into Baling Yellow and transmitted to the third generation of 
progeny. Likewise black eggs were obtained among the white eggs of Yuwen Piban. There- 
fore, both the gene Px and the gene bo can be.transferred with sùccess, as shown in their ex- 
pression of the respective cocoon and egg. colors. Presumably this technique can lead to a new 
approach of gene transfer in other eukaryotes. | 

Key words  template-active chromatin 
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